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F v - Ant ikorper-Kons t rukt e 

Die vorliegende Erfindung betrifft F v -Ant ikorper-Kons trukte, 
die eine Regression von Morbus Hodgkin induzieren konnen, fiir 
solche F v -Ant ikorper-Kons trukte kodierende DNAs sowie ein 
Verfahren zur Herstellung der F v -Antik6rper-Konstrukte und ihre 
Verwendung . 

Natiirliche Antikorper weisen vier variable Domanen, zwei V H - 
und zwei V L -Domanen, auf . Die variablen Domanen dienen als 
Bindungsstellen fiir ein Antigen, wobei eine Bindungsstelle aus 
einer V H - und einer V L -Domane ausgebildet ist. Naturliche 
Antikorper weisen zwei gleiche Bindungsstellen auf, d.h. sie 
erkennen . ein. Ant igen_und _werden-daher- -aueh- -als -monospezif isch 
bezeichnet. Kiinstliche Antikorper konnen auch zwei 
verschiedene BindungssteMen aufweisen, d.h. sie erkennen dann 
zwei Antigene und werden entsprechend als bispezifisch 
bezeichnet. Ein Beispiel solcher Antikorper ist jener, der den 
FcylllA Rezeptor (CD16) von naturlichen Killerzellen (NK- 
Zellen) und das Oberf lachenprotein CD3 0 von Morbus Hodgkin-." 
Zellen erkennt . Mit diesem Antikorper (bimAbHRS-3/A9) konnen 
NK-Zellen aktiviert und gegen Morbus Hodgkin-Zellen 
ausgerichtet werden, wodurch eine Regression von Morbus 
Hodgkin induziert wird (vgl . Hartmann, F. et al . , Blood 89 
(1997), 2042). Andererseits hat sich gezeigt, dafi bimAbHRS- 
3/A9 nur schwer herstellbar bzw. reinigungsf ahig ist. Daruber 
hinaus hat sich gezeigt, daS bimAbHRS-3 /A9 bei vielen 
Patienten unerwunschte Immunreaktionen hervorruft. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
einen Antikorper bereitzustellen, mit dem eine Regression von 
Morbus Hodgkin induziert werden kann, wobei vorstehende 
Nachteile vermieden werden. 



Erf indungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den 
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Patentanspriichen erreicht. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des 
Anmelders, daS ein F v -Antik6rper-Konstrukt , das Bindungsstellen 
fur einen CD16-Rezeptor und ein CD30-Oberf lachenprotein 
aufweist, eine Regression von Morbus Hodgkin induzieren kann, 
wobei die Lyse der Tumorzellen starker ist als mit bimAbHRS- 
3/A9. Ferner hat er erkannt, dag ein solches F v -Antik6rper- 
Konstrukt in grofcen Mengen und hoher Reinheit hergestellt 
werden kann. Desweiteren zeichnet sich das F v -Antik6rper- 
Konstrukt dadurch aus , daS es keine Teile enthalt, die zu 
unerwunschten Immunreaktionen bei Patienten fuhren konnen. 

Erf indungsgemaS werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt. 



Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und ein CD30- 
Oberf lachenprotein aufweist. 

Der Ausdruck " F v -Ant ikorper-Kons trukt " weist auf ein 
Ant ikorper-Kons trukt hin, das variable Domanen, nicht aber 
konstante Domanen aufweist. Als variable Domanen liegen 
insbesondere Bindungsstellen fur einen CDl6-Rezeptor und ein 
CD3 0-Oberf lachenprotein vor. 

Der Ausdruck "Bindungss telle " weist auf eine V„- und eine V L - 
Domane hin, mittels derer das F v -Antik6rper-Konstrukt an einen 
CD16-Rezeptor bzw. ein CD30-Oberf lachenprotein binden kann. 

Der Ausdruck "CD16-Rezeptor " umfaSt einen CDl6-Rezeptor 
jeglicher Art und Abstammung. Beispielsweise kann der CD16- 
Rezeptor von NK-Zellen, Makrophagen oder aktivierten Monocyten 
stammen. Auch kann der CD16-Rezeptor in Wildtyp- oder 
veranderter Form vorliegen, wobei letztere Form auch ein 
Fragment eines CD16-Rezeptors umfaSt, an das ein gegen einen 
CD16-Rezeptor gerichteter Antikorper binden kann. 



ein 



F v -Antik6rper-Kons trukt 



bereitzustellen, 



das 



Der Ausdruck "CD3 O-Rezeptor " umfaSt einen CD3 O-Rezeptor 
jeglicher Art und Abstammung. Beispielsweise kann der CD30- 
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Rezeptor von Morbus Hodgkin- oder Reed-Sternberg-Zellen 
stammen. Auch kann der CD3 O-Rezeptor in Wildtyp- oder 
veranderter Form vorliegen, wobei letztere Form auch ein 
Fragment eines CD30-Rezeptors umfaSt, an"*.das ein gegen einen 
CD30-Rezeptor gerichteter Antikorper binden kann. 

Ein erfindungsgemaSes F v -Antik6rper-Konstrukt weist eine oder 
mehrere Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und eine oder 
mehrere Bindungsstellen fur ein CD30-Oberf lachenprotein auf . 
Vorzugsweise weist das F v -Antik6rper-Konstrukt eine oder zwei 
Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und eine oder zwei 
Bindungsstellen fur ein CD3 0-Oberf lachenprotein auf. 

Ein erf indungsgemaEes F v -Antik6rper-Konstrukt kann durch 
verschiedene Verfahren hergestellt werden. Beispielsweise kann 
ein F v -Antik6rper-Konstrukt, das eine Bindungsstelle fur einen 
CD16-Rezeptor .und eine . Bindungsstelle fur . ein - CD30- 
Oberf lachenprotein auf weist, z*.B. xdadurch hergestellt werden, 
daS ein erstes einzelkettxg.es F v *Antik6rper-Konstrukt , das eine 
Domane eines anti-CD16-Antikdrpers und eine V L -Domane eines 
anti-CD30-Antikorpers aufweist, zusammen mit einem zweiten 
einzelkettigen F v -Antik6rper-Konstrukt , das eine V L -Domane 
eines anti-CD16-Antikorpers und eine V H -Domane eines anti-CD3 0- 
Antikorpers aufweist, exprimiert wird, wodurch sich beide 
aneinanderlagern und das erf indungsgemafce Fv-Antikorper- 
Konstrukt ausgebildet wird. Erganzend wird auf die Beispiele 
1-3 verwiesen. 

Ferner kann ein F v -Antik6rper-Konstrukt , das zwei bis vier 
Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und zwei 
Bindungsstellen fiir ein CD30-Oberf lachenprotein aufweist, z.B. 
dadurch hergestellt werden, daS ein einzelkettiges Fv- 
Antikorper-Konstrukt exprimiert wird, das die Elemente (a) und 
(b) umfaEt: 

(a) eine V„-Domane eines anti-CD16-Antikorpers und eine V L - 
Domane eines anti-CD3 0-Antikorpers, wobei die Domanen 
iiber einen Peptidlinker 1 miteinander verbunden sind, der 
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jegliche Aminosauren, insbesondere Glycin (G) , Serin (S) 
und Prolin (P) und vorzugsweise 0 - 10 Aminosauren 
urafassen kann, 

(b) eine V H -Domane eines anti-CD3 0-Antikorpers und eine V L - 
Domane eines anti-CD16-Antikorpers , wobei die Domanen 
uber vorstehenden Peptidlinker 1 miteinander verbunden 
sind, 

wobei die Elemente (a) und (b) uber einen Peptidlinker 2 
miteinander verbunden sind, der jegliche Aminosauren, 
insbesondere Glycin, Serin und Prolin und vorzugsweise 3-10 
Aminosauren und ganz besonders die Aminosauresequenz GGPGS 
umfassen kann. Erganzend wird auf die Patentanmeldung 19 8 19 
846.9 des Anmelders verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Nukleinsaure, insbesondere eine DNA, die fur ein vorstehendes 
F v -Antik6rper-Konstrukt kodiert. Ferner sind Expressions- 
vektoren, die eine solche DNA enthalten, ein Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. Bevorzugt wird der Expressionsvektor 
PKID16-30 von Fig. 1. Dieser wurde bei der DSMZ (Deutsche 
Sammlung fur Mikroorganismen und Zellen) am 29. Juli 1999- 
unter DSM 12960 hinterlegt. Desweiteren sind Zellen, die einen 
vorstehenden Expressionsvektor enthalten, ein Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Kit, umf assend: 

(a) ein erfindungsgemaSes F v -Antik6rper-Konstrukt , und/oder 

(b) einen erf indungsgemaSen Expressionsvektor, sowie 

(c) ubliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Losungsmi ttel , Trager, 
Kontrollen und Marker. 

Von den einzelnen Komponenten konnen ein oder mehrere 
Vertreter vorliegen. 
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Die vorliegende Erfindung stellt ein F v -Antik6rper-Konstrukt 
bereit, das Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und ein 
CD30-Oberf lachenprotein aufweist . Dieses F v -Ant ikorper- 
Konstrukt lafit sich in groSen Mengen und groSer Reinheit 
herstellen. Auch weist es kei-ne Teile auf, die zu 
unerwunschfcen Immunreaktionen bei Patienten fiihren konnen. 
Besonders kennzeichnet sich das F v -Antik6rper-Konstrukt 
dadurch, daS es NK-Zellen aktivieren und gegen CD30- 
Oberf lachenproteine exprimierende Z ell en, insbesondere 
Tumorzellen, ganz besonders Morbus Hodgkin- oder Reed- 
Sternberg Zellen, ausrichten kann, wodurch diese Zellen 
lysiert werden. Somit eignet sich die vorliegende Erfindung 
gegen Erkrankungen vorzugehen, bei denen CD30- 
Oberf lachenproteine exprimierende Zellen eine Rolle spielen. 
Solche Erkrankungen sind z.B. Tumor erkrankungen , insbesondere 
Morbus Hodgkin. 

Kurze Besehreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt den erf indungsgemaSen Expressionsvektor 
PKID16-30. Dieser kodiert fur zwei einzelkettige 
Fv-Antikorper-Konstrukte, von denen das eine die V H - 
Domane eines anti-CD16-Antikorpers und die V L -Domane 
eines anti-CD3 0-Antikorpers und das andere die V H - 
Domane eines anti-CD3 0-Antikorpers und die V L -Domane 
eines ant i -CD1 6 - Ant ikorper s aufweist. Nach 
Expression der einzelke tt igen F v -Ant ikorper - 
Konstrukte lagern sich diese aneinander, wodurch ein 
erf indungsgemafies F v -Antikorper-Konstrukt erhalten 
wird. 

Fig. 2 zeigt eine FACS-Analyse der Bindung eines 
erf indungsgemafien F v -Antik6rper-Konstruktes an CD30 + 
L540CY Morbus Hodgkin-Zellen und CD16 + Granulocyten . 
Die Tumorzellen und die Granulocyten wurden jeweils 
mit 2 0 fig des erfindungsgemaSen F v -Antik6rper- 
Konstruktes inkubiert. Die Bindung des F v - 
Antikorper-Konstruktes wurde mit dem anti-c-myc 



• 

Antikorper 9E10 und Fluorescein-konjugiertem Ziege- 
anti-Maus IgG bestimmt. Als Negativ-Kontrolle wurden 
die Zellen alleine mit 9E10 und Fluorescein- 
konjugiertem Ziege-anti-Maus-IgG inkubiert. 

Fig. 3 zeigt die cytolytische Aktivitat von in peripheren 
Blutlymphozyten (PBL-Zellen) enthaltenen NK-Zellen 
(Effektor) gegeniiber CD30* L540CY Morbus Hogdkin- 
Zellen (Zielzellen) bei unterschiedlichen Effektor- 
Zielzellen-Verhaltnissesn in einem 5h JAM-Test. Ein 
erf indungsgemaSes F v -Antik6rper-Konstrukt (•) wurde 
mit einer Konzentration von 1 fig/ial verabreicht . Als 
Kontrolle wurde bimAbHRS-3 /A9 (a) (mit einer 
Konzentration von 4 /xg/ml verwendet. Als Negativ- 
Kontrolle wurden das erf indungsgemaSe F v -Antik6rper- 
Konstrukt ohne NK-Zellen (o) U nd NK-Zellen alleine 
(□) verwendet. 

Fig. 4 zeigt die Behandlung von SCID Mausen, die Morbus 
Hodgkin-Xenotransplantate tragen, mit einem 
erf indungsgemaSen F v -Antik6rper-Konstrukt . Die Mause 
wurden am Tag 0 i.V. mit 100 /xg eines- 
erf indungsgemaSen F v -Antik6rper-Konstruktes zusammen 
mit NK-Zellen enthaltenden PBL-Zellen (•) bzw. ohne 
solche (o), mit 200 /jlI PBS (*), mit 1 x 10 7 PBL- 
Zellen (o) , bzw. mit einem Gemisch von 100 /xg mAb 
HRS-3 und A9 zusammen mit PBL-Zellen (0) behandelt. 
Tumor-Durchmesser wurden zweimal pro Woche gemessen 
und das Tumor-Volumen wurde mit folgender Formel 
berechnet: Volumen = d 2 x Dx7i/6, wobei d der kleinere 
und D der grofiere Tumor-Durchmesser ist. 
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Beispiel 1: Konstruktion des erf indungsgemaSen 

Expressions vektors pKID16-30 

Die cDNA der V H - und V L -Domanen eines anti-CD16-Antikorpers itiAb 
A9 wurde einer PGR unterzogen. Hierfur wurden die folgenden 
Primer -verwendet: 

VH5 1 , 5-CAGCCGGCCATGGCGCAGGTC (G) CAGCTGCAGC (G) AG-3 (Ncol) ; 

VH3 ' , 5 -CCAGGGGCCAGTGGATAGACAAGCTTGGGTGTTGTTTT- 3 

(Hindlll) ; 

VL5 ■ , 5 - AGAGACGCGTACAGGCTGTTGTGACTCAGG- 3 (Mlul) ; 

VL3 ' , 5 -GACTGCGGCCGC AGACTTGGGCTGGCC - 3 (NotI) . 
Die PCR wurde wie folgt durchgef iihrt : Ein Zyklus; 5 min bei 
94°C, 3 min bei 58°C und 2 min bei 72°C, gefolgt von 3 0 Zyklen; 
80 sec bei 94°C, 80 sec bei 58°C und 2 min bei 72°C bzw. 
letzteres 10 min im letzten Zyklus. Die PCR-Produkte wurden 
Gel-gereinigt und in den Vektor pCR-Script SK(+) (Stratagene) 
zur Sequenzierung inseriert. Zur Expression wurde die V H -Domane 
liber Ncol/Hindlll und :t die V L -Domane iiber MluI/NotI in den 
Vektor pH0G21 inseriert. 

Die V H - und V L -Domanen eines anti-CD30-scF v -Fragmentes wurden 
einer PCR unterzogen. Hierfur wurden die folgenden Primer 
verwendet : 

5 - ATGACC ATGATTACGCC AAGC - 3 

5 - AGACAAGCTTGGGTGTTGTTTTGGCTGAGGAGACGG- 3 ( Hindi II); 
5 -GGCGGATATCGAGCTCACTCAGTCTCC - 3 ( EcoRV) 
5 - TAT AGCGGCCGC AGC ATC AGC C CGTTTG ATTTC C - 3 ( No 1 1 ) . 
Die V H - und V L -Domanen des anti-CD3 0-scFv-Fragmentes bzw. des 
anti-CD16-scFv-Fragmentes wurden in den Express ionsvektor pKID 
inseriert, wodurch der erf indungsgemaSe Expressionsvektor pKID 
16-30 erhal ten wurde. Dieser kodiert fur die einzelkettigen F v - 
Antikdrper-Konstrukte V H 16-V L 30 und V H 30-V L 16. 

Beispiel 2: Expression des erf indungsgemafien F v -Antik6rper- 

Konstmktes in Bakterien 

E.coli-Xll Blue-Zellen (Stratagene, La Jolla, CA) , die mit dem 
Expressionsplasmid pKID!6-30 transf ormiert worden waren, 
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wurden iiber Nacht in 2YT-Medium mit 100 /xg/ml Ampicillin und 
100 mM Glucose bei 37°C geztichtet. 1 : 20-Verdiinnungen der iiber 
Nacht-Kulturen wurden als Kolbenkul turen in 2YT-Medium bei 38°C 
unter Schutteln mit 280 rpm geztichtet. Bei einem OD 600 -Wert von 
0,8 wurden die Bakterien durch 10 minutige Zentrif ugation mit 
1500 g bei 2 0°C pelletiert und in dem gleichen Volumen eines 
frischen 2YT-Mediums , das 100 fig/ml Ampicillin und 0,4 M 
Saccharose enthielt, resuspendiert . IPTG wurde mit einer 
Endkonzentration von 0,1 M zugesetzt und das Wachstum wurde 
bei 21°C (20-22°C) 18-20 h fortgesetzt. Das F v -Antik6rper- 
Konstrukt wurde wie in Kipriyanov, S.M. et al . , Protein 
Engineering 10, (1997), 445 beschrieben, isoliert. 
AnschlieSend wurde es durch eine Ammoniumsulf atf allung 
(Endkonzentration 70 % Sattigung) eingeengt. Das 
Proteinprazipitat wurde durch Zentrif ugation (30000 g, 4°C, 45 
min) gewonnen und in 10 % des Anfangsvo lumens von 50 mM Tris- 
HC1, 1 M NaCl, pH 7,0 aufgelost. Eine immobilisierte 
Metallaf f ini tat s -Chromatographic (IMAC) wurde wie in 
Kipriyanov, S.M. et al . , J. Immunol. Methods 200, (1997), 69 
beschrieben, durchgef tihrt . Das gereinigte F v -Antik6rper- 
Konstrukt wurde gegen eine Phosphat-gepuf f erte Kochsalzlosung 
dialysiert . 

Beispiel 3 : Charakterisierung des erf indungsgemaSen F v - 

Ant ikorper - Kons t rukt e s 

( A ) Dur chf luScy t ome t r i e 

Zum Nachweis der Bindung eines erf indungsgemaSen F v -Antik6rper- 
Konstruktes an CD16 + Granulocyten und CD3 0 + L540CY-Morbus 
Hodgkin-Zellen wurde eine FACScan (Beckton Dickinson) -Analyse 
durchgefiihrt • Hierzu wurden 1 x 10 6 -Zellen zweimal in eiskaltem 
PBS-N (PBS, 0,05% NaN 3 ) gewaschen und mit 100 fil des F v - 
Antikorper-Kons truktes von Beispiel 2 45 min auf Eis 
inkubiert. Die Zellen wurden 5 min mit 1200 rpm bei 4°C 
pelletiert und mit 2 ml PBS-N gewaschen. Die Zellen wurden in 
100 /zl PBS-N, das 10 //g/ml des an das c-myc bindenden 
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Antikorpers 9E10 (ICI Chemikalien) enthielt, resuspendiert unci 
3 0 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert und wie 
vorstehend gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 
Fluorescein-markiertem Ziege-anti-Maus IgG (Gibco BRL; 1:100 
5 verdunnt in PBS-N) , resuspendiert und 3 0 min auf Eis 

inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS-N waren die Zellen 
fur die Analyse mit PBS-N, das 1 ^g/ml Propidiumj odid (Sigma) 
enthielt, bereit. Hintergrund-Fluoreszenz wurde bestimmt, 
indem die Zellen mit dem Antikorper 9E10 und Fluorescein- 
10 markiertem Ziege-anti-Maus-IgG unter gleichen Bedingungen 

inkubiert wurden. 

Es zeigte sich, daS das erf indungsgemaSe F v -Antik6rper- 
Konstrukt sowohl CD16 + Granolocyten als auch CD3 0 + L540 CY 
15 Morbus Hodgkin-Zellen erkennt und an sie bindet. 

(B) Cytotoxizitatsfeest 



Zum Nadhweis der Aktivitat eines er-f indungsgemafien F v - 
Antikorper-Konstruktes NK-Zellen zu aktivieren, CD30 + L540CY 
Morbus Hodgkin-Zellen zu lysieren wurde ein Cytotoxizitatstest 
entsprechend des in Matzinger, P., J. Immunol. Meth. 145 
(1991), 185 beschriebenen JAM-Tests durchgef uhrt . In dem 
Cytotoxizitatstest wird die DNA-Fragmentierung bewertet. 
Zellen wurden mit [ 3 H] Thymidin bis zu einer Endkonzentration 
von 2,5-5 //Ci/ml fur 4-6 h markiert. Die Zellen wurden 
pelletiert, einmal mit Kulturmedium gewaschen und auf 10 4 
Zellen/Vertiefung einer 96-Lochplatte eingestellt. Nach Zugabe 
von Ef f ektor-Zellen (NK Zellen enthaltende periphere 
Blutzellen " PBL-Zellen" ) in verschiedenen Verdunnungen wurde 
die 96 .Lochplatte in einer befeuchteten Atmosphare mit 7,5 % 
C0 2 fur 4 h inkubiert. Die Zellen und das Medium wurden auf 
Fiberglas-Filter gesaugt . Nach Waschen und Trocknen der Filter 
wurden sie in Plas t ik-Tiiten uberfiihrt, die eine 
Szintillationsf liissigkeit enthielten und unter Verwendung 
eines Flussig-Szintillations-Zahlers (LKB) gezahlt. Die 
gemessene Radioaktivitat bezieht sich auf intakte DNA, da DNA 
aus toten Zellen in kleine Fragmente abgebaut ist, die nicht 



20 
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von den Filtern festgehalten werden. Zur Bestiinmung der 
Cytotoxizitat, d.h. der Abtotung von Zellen, wurde die 
Standardformel flir den JAM-Test verwendet: % spezifische 
Abtotung = (S-E)/S 100, wobei E = experiment ell erhaltene DNA 
in Gegenwart von Ef f ektor-Zellen (in cpm) und S = erhaltene 
DNA in Abweseneheit von Eff ektor-Zellen (spontan) . 

Es zeigte sich, daS ein erf indungsgemafies F v -Antik6rper- 
Konstrukt NK-Zellen aktivieren kann, CD30+ L540CY Morbus 
Hodgkin-Zellen zu lysieren, wobei die Lyse starker ist als bei 
Verwendung von bimAbHRS-3 /A9 . 

(C) Einflufi auf Tumoren von Mausen 

CD30+ L540CY Hodgkin's Lymphome wurden in SCID Mausen, wie in 
Hombach, A. et al . , Int. J. Cancer 55, (1993), 830; Renner, C. 
et al. , J. Hematotherapy 4, (1995), 447 beschrieben, 
etabliert. Hierzu wurden 1.5xl0 7 Tumorzellen in 200fzl PBS 
subcutan in die rechte Flanke der Mause injiziert. Die Tumor- 
En twicklung, d.h. der Tumor-Durchmesser, wurde zweimal pro 
Woche bestiramt. Mause mit Tumoren von 4-6 mm im Durchmesser 
wurden in verschiedene Gruppen eingeteilt und erhielten ein 
erf indungsgemafies F v -Antik6rper-Konstrukt in 200^tl PBS zusammen" 
mit NK-Zellen enthaltenden peripheren Blutlymphozyten (PBL- 
Zellen) . Das Tumorvo lumen und seine Entwicklung wurden 
bestimmt (vgl. Legende zu Fig. 4). 

Es zeigte sich, daS ein erf indungsgemaSes F v -Antik6rper- 
Konstrukt nicht nur in vitro sondern auch in vivo NK-Zellen 
aktivieren kann, CD3 0 + L540CY Morbus Hodgkin-Zellen zu 
lysieren. 
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Patent anspruche 



10 
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1. F v -Antik6rper-Konstrukt mit Bindungsstellen fur einen 
CD16-Rezeptor und ein CD30-Oberf lachenprotein . 

2. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 1, wobei der CD16- 
Rezeptor von NK-Zellen stammt. 

3. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 1 oder 2, wobei das 
CD3 0-Oberf lachenprotein von Morbus Hodgkin- oder Reed- 
Sternberg-Zellen stammt. 

4. F v -Antik6rper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, 
wobei jeweils eine Bindungss telle vorliegt. 

5. F v -Antikdrper-Konstrukt nach Anspruch 4, kodiert durch 
den Expressionsvektor pKID16-30 (DSM 12960) . 

6. F v -Antik6rper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, 
wobei jeweils zwei Bindungsstellen vorliegen. 

7. Expressionsvektor, kodierend fur das F v -Antik6rper- 
Konstrukt nach einem der Anspruche 1-6. 

8. Expressionsvektor nach Anspruch 7, namlich pKIDl6-30 (DSM 
12960) . 



20 



9. Trans formante, enthaltend den Expressionsvektor nach 
30 Anspruch 7 oder 8 . 

10. Verfahren zur Herstellung des F v -Antik6rper-Konstruktes 
nach einem der Anspruche 1-6, umfassend die Kultivierung 
der Trans formante nach Anspruch 9 unter geeigneten 

35 Bedingungen . 

11. Kit, umfassend: 

(a) ein erf indungsgemages F v -Antik6rper-Kons trukt , 
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und/oder 




(b) einen erf indungsgemafien Expressionsvektor, sowie 

(c) ubliche Hilf sstof f e, wie Puffer, Losungsmittel , 
Trager, Kontrollen und Marker, 

wobei von den einzelnen Komponenten ein oder mehrere 
Vertreter vorliegen konnen. 

12. Verwendung des F v -Antikorper-Konstruktes nach einem der 
Anspruche 1-6 zur Lyse von CD30-Oberf lachenproteinen 
exprimierenden Zellen. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei die Zellen Tumorzellen 
sind. 



14. 



Verwendung nach Anspruch 13, wobei die Tumorzellen Morbus 
Hodgkin- oder Reed-Sternberg-Zellen sind. 
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F v -Antik6rper-Konstrukte 



Die vorliegende Erfindung betrif ft F v -Antik6rper-Konstrukte mit 
BindungrS-S'teMsen fur einen CDlS^Reeeptor und ein CD3 0- 
Oberf la:©kenprotein, wobei sich die F v -Antikdrper-Konstrukte 
eignen, eine Regression von Morbus Hodgkin zu induzieren. 
Ferner^ betrif ft die Erfindung fur solche Fv-Antikorper- 
Konstrukte kodierende DNAs sowie ein Verfahren zur Herstellung 
der F v -Antik6rper-Konstrukte und ihre Verwendung. 
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1 CTCGAGAGCGGGCAGTGAC^^^CGCAATTAATGTGAGTO 

EcoRI RBS 

79 GCTCCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG^ 

PelB leader AlwNI Ncol Serum A 

157 CATGAAATACCT ATTGCCTACGGCAGCCGC^ 

!► MetAlaGlnValGlnLeu 

VH anti-CD16 EcoRV 
235 CAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGGTAAGGCCTC 

1> GlnGlnSerGlyAlaGluLeuVaLArgProGlyThrSerValLysIleSerCysLys 

CDR-H1 EcoRV CDR-H2 

3 13 AACTACTGGCTAGGTTGGGTAAAA.CA 

33 ► AsnTyrTrpLeuGlyTrpValLysGlnArgProGlyHisGlyLeuGluTrp 
391 TATACTAACTACAATGAGAJ*JVra 
59 > TyrThirAsnTyrAsnGluL^ 

CDR-H3 

469 GTCAGGAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCTGTCT 
85 ► ValArgSerLeuThrSerGluAspSerAlaValT^ 

CH1 Hindlll Linker EcoRV 

547 GCACGGACTACGGTC ACCGTCTCCTC\GCCAAAACAACACCCAAGCT^ 

111* AlaArgThrThrValThrValSerSerAlaLysThrThrProLysLeuGlyGlyAsp IleGluLeuThrGlnSerPro 
VL anti-CD30 

,5 AAATTC ATGTC C AC ATC AGTAGGAGAC AGGGTCAACGTC ACCTACAAGGC CAGTCAGAATGTGGGTACTAATGTAGC C 
h ► LysPheMetSerThrSerValGlyAspArgValAsnValThrTyrLysAlaSerGln^ 
f 03 TGGTTTCAACAAAAACCAGGGCAATCTCCTAAAG 
163 ► TrpPheGlnGlrlLysProGlyGlnSerProLysValLeuIleTyrSerAlaSerTyrA 
781 CGC TTCACAGGCAGTGGATCTGGAACAGATTTC 
189 ► ArgPheThrGlySerGlySerGlyThrAs^ 

C kappa Notl 

859 TTCTGTCAGGAATATCACACCTATCCTCTGACGTTC 
215 ► PheCysGlnGlnTyrHisThrTyrProL^ 

BamHI c-myc epitope His6 tail Bgill 

937 GC.CGCTGGATCC GAACAAAAGCTGATCTCAGAAGAA TAAAGATCTATT 
241^ AlaAlaGlySerGluGlnLysLeuIleSerGluGluAspLeuAsnSerHisHisHisHisHisHis 

RBS Pel B leader Ncol 

1015 AAAGAGGAGAAATTAACCATGAAATACCTATTGCCTAC 

Ncol . Serum A VH anti-CD30 

1093 ATGGCGGCCATGGCC CAGGTGCAACTGC AGCAG TCAGGGGCTGAGCTGGCTAGAC CTGGGGCTTC 

0> Met^AlaGlnValGlnLauGlnGlnSerGly^ 
1171 TGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTTACTACCTACACAATA^ 
4 ► CVsLysAlaSerGlyTyrThrPheThrThrTyrt 

ATTGGATACATTAATCCTAGCAGTGGATATTCTGACTACA 
► IleGlyTyrlleAsnProSerSerGlyTyrSerAs 
W 2 7 AAGTCCTCCAACACAGCCTACATGCAkCTG^ 
76 ► LysSerSerAsnThrAlaTyrMetGlnLe^^ 

CH1 

1405 GCGGACTATGGTAACTACGAATATACCTGGTTTGCT^ 
102 ► AlaAspTyrGlyAsnTyrGluTyrThrTrpPh 

Hindlll Linker EcoRV VL anti-CD16 
1483 ACAACACCC AAGCTTGGCGGTGATATCC AG G C T GTTGTGACTCAGGAATCTGCACTCAC CACATCACCTGGTGAAAC 
128^ ThrThrProLysLeuGlyGlyAspIleG lnAlaValValThrGlnGluSerAlaljeuThrllirSerProGlyGluTh 

CDR-L1 

1560 AGTCACACTCACTTGT CGCTCAAATACTGGGACTGTTACAACTAGT 
153 ► rValThrLeuThrC^sArgSerAsnT^^ 

CDR-L2 

1638 TCATTTATTCACTGGTCTAATAGGTC TCAGGCTC C CTGAT 

179^ pHisLeuPheThrGlyLeuIleGlyHisT^ 

CDR-L3 

1716 TGGAGACAAGGCTGCCCTCACCATCACA 
205 ► eGlyAspLysAlaAlaieuThrlleTh^ 

Notl BamHI 

1794 CAAC C ATTGGGTG TTCGGTGGAGG A AC C AAACTGACTGTC CT Afyy^C AGC CP A Kr^^^r^CC^TttATCCGAACA 
231> ri^nHisTrpValPheGlyGlyGlyT^ 
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c-myc ep//jgfe His6 tail ] 

1872 AAAGC TGATQTC AGA^^^GAC CTAAACT(^CATCA.CCA 
257 ► nLysLeuIleSerGluGluAspLeuAsnSerHisHisHisHisHisHis 



1950 

2028 
2106 

2184 

2262 
2340 
2418 



Xbal Bell Nhel 

iTCTAGAGGCCTGTGCTAATGATCAGC 

Hpal 



3042 
3120 

3198 

3276 

3354 
3432 
3510 



3822 
3900 

3978 
4056 
4134 
4212 
4290 
4368 

4446 

4524 



TAGCTTGAGGC ATCAATAAAAC GAAAGGCTC AGTC GAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCT 
Sail Earl Pvul Fspl Bgll 

GTCGAC CTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCAC CGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGGGAATGG^ 
CGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGC^ 

Nael 

AGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTC^ 

f1 ,R Dralll 

GCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGA^ 

TGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTT^ 
AACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTT^ 

Ssp! 

AAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGA 

BspHI 

CGGGGAAATGTGCGC GGAAC C CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAA 

Sspl Earl 
CCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATC^ 

ApaL 

TTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTC 

Xmnl 

GC ACGAGTGGGTTAC ATCGAACTGG ATCTCAAC AGCGGTAAGATC ^ CA 
Dral 

ATGATGAGCACTTTTAJ^GTTCTC^ 

Seal 10 0 0 

CGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC 

B-Lactamase Pvu i 

AGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAGACTGC " 
AAGGAGC TAAC CGCTTTTTTGC ACAAC ATGGGGGATC ATG 

Fspl 

GCCATACCAAACGACGAGCGTGACACC^^ 

Asel 

CTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA^ 

Bgll Bsal 
GCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAA 

GGGC CAGATGGTAAGC CCTC C CGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGT^ GAAATAGA 
CAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCAC TGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGAC CAAGTTTACTCATATATACTTTAGATT 

Dral Dral BspHI 

GATTTAAAACTTCAl " i U'l "1 AATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATC CTTTTTGATAATC TCATGACCAAAATC CCTTAA 
CGTGAG1 U 1'11GGTTCGACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATC 
GTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAC^ 

TTTC CGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATAC CAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGC CACCAC 

AIwNI 

TTCAAGAACTCTGTAGCAC C GC C TACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTAC CAGTGGCTGCTGC CAGTGGC GATAAG 

ColE1 2000 ApaLI 

TCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACC 
ACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACC 
CCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTC 
GGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTC 
GGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTCT 
ATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTa^TTCTG 

Earl 

AGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCC 
Asel BspMI 

CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGGTATCACGAGGC C CTTTCGTCTTCAC 
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Fluorescence Intensity 
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